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Введение 

Использование клеточных культур в 
различных областях фундаментальной и 
прикладной науки требует надежных кри- 
териев стандартизации и оценки соответс- 
твия культивируемых клеток первоначаль- 
но полученным линиям (Новохатский и др., 
1976; 1979; Царева и др., 1986). Использова- 
ние клеток с отсутствием идентификаци- 
онных характеристик ставит под сомнение 
объективность полученных результатов. 
Для решения данных проблем необходи- 
мо развитие подходов, связанных с тща- 
тельной и полной разработкой процеду- 
ры идентификации клеточных линий. Важ- 
ными являются научная обоснованность и 
возможность стандартизации используе- 
мых методик и подходов. 

В настоящее время для контроля ви- 
довой идентичности клеточных линий 
применяются кариологический и изо- 
ферментный методы, но они достаточно 
трудоемки и обладают меньшей чувстви- 
тельностью и возможностью стандарти- 
зации в сравнении с современными мето- 
дами, основанными на полимеразной цеп- 
ной реакции (ПЦР) (Виебгше е{ а|., 2004; 
ОПБег( е4 а1., 1990; Кар!ап апа Никки, 1998). 
Одним из наиболее существенных преиму- 
ществ ПЦР является высокая аналитичес- 
кая специфичность, чувствительность и 
возможность стандартизации анализа ре- 
зультатов различных лабораторий. 

Объектом нашего исследования яв- 
лялись клеточные линии, полученные от 
разных видов животных, и депонирован- 
ных в лаборатории культур тканей НИИ 


вирусологии им. Д.И.Ивановского РАМН. 
Для идентификации клеточных линий 
банка клеток нами предложено примене- 
ние двух подходов. Первый - универсаль- 
ная методика видовой идентификации, ба- 
зирующаяся на концепции «Штрих-код 
жизни» (Аттзгоп$ апа Ва|, 2005; Небе" 
ап4 Стегогу, 2005). Существо метода сво- 
дится к секвенированию 650-нуклео- 
тидной последовательности 5’-концево- 
го участка гена митохондриальной ДНК 
(мтДНК). Второй подход - анализ видо- 
вой принадлежности каждой клеточной 
линии с использованием разработанной 
в лаборатории клеточной биотехнологии 
ВИЭВ видоспецифической ПЦР с гибри- 
дизационно-флуоресцентной (ГФ) детек- 
цией в режиме реального времени. Метод 
позволяет идентифицировать следующие 
виды животных: Ното зартепз (человек), 
биз зстофа (свинья), Во5 иги (корова), 
Сат5 атШатз (собака), Ее15 сайи5 (кош- 
ка), Сегсорийесиз аефниору (африканская 
зеленая мартышка), Едиих сабаЦих (ло- 
шадь), Огусюавиз сишси[из (кролик), Оу 
апнез (овца), Мезостсе!иу аигайиу (золотис- 
тый хомяк), Миз тизсииу (мышь), Кайи5 
погуесиз (серая крыса), Сисеиу втсешиу 
(китайский хомяк). 
Материалы и методы 
Культуры клеток 

Объектом исследования служили ли- 
нии клеток млекопитающих, депониро- 
ванные в НИИ вирусологии им. Д.И. Ива- 
новского РАМН. 

Амплификация и секвенирование учас- 
тка СОГегена. 
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Таблица 1 


Клеточные культуры, использованные в работе. 


пи | Название линии | оиехождение | по паспортным данным. 
1 СН-5 гепатома человек 

2 | 01.6 (0-251) глиобластома человек 

3 НСГ116 рак толстой кишки человек 

4 Нер-2 карцинома гортани человек 

5 [41 моноцитарный лейкоз человек 

6 | ша гепатома человек 

7 СПЭВ почка эмбриона СВИНЬЯ 

8 РК-15 почка эмбриона СВИНЬЯ 

9 | Уго почка взрослого зеленая мартышка 
10 | МК-2 почка эмбриона макака резус 
11 | ЕВЬК-4 почка плода макака резус 
12 | МОВК почка эмбриона корова 

13 | В5В клон ВНК-21 сирийский хомяк 
14 | ВНК-21 почка эмбриона сирийский хомяк 
15 | ВНК-21 почка эмбриона сирийский хомяк 
16 | СНОК1 яичник китайский хомяк 
17 | ЭПНТ5 глиобластома мышь 

18 | 1929 фибробласты мышь 

19 | Сб глиобластома крыса 

20 | МОСК почка эмбриона собака 

21 | СВЕК почка эмбриона кошка 

22 | Е5 селезенка эмбриона кошка 

23 | ПС почка эмбриона сайга 


Для амплификации 658-нуклеотидной 
последовательности 5’ - концевого учас- 
тка СОТ гена митохондриальной ДНК 
(мтДНК) использованы праймеры УЕ1_ 
И (5- ТСТААААССАСОСССАСТТСТ 
СААССААССАСАААСАСАТТСО-3’) и 
УКВ И (5’- САССАААСАССТАТСАСТ 
АСАСТТСТСОСТССССАААСААТСА- 
3’), а для секвенирования МЛЗЕ (-21) (5?- 
ТОТААААССАСССССАСТ-3’), М13В 
(-27) (5`- САССАААСАССТАТСАС-3?) 
(Ма(аПа У. Гуапоуа, 2007). Для амплифи- 
кации и секвенирования участка гена ци- 
тохрома Ъ отдельных клеточных линий 
использованы праймеры [14724 (5’-ССА 
АССТТСАТАТСАААААССАТССТТС 
-3) и Н15149 (5`-АААСТОСАСССССТС 
АСААТСАТАТТТСТССТСА-3?) (пул е{ 
а1., 1991). 


Температурный профиль термоцик- 
лирования для амплификации и СОГ и 
су был общий. ПЦР проводили на ам- 
плификаторе «Терцик» (ДНК-Техноло- 
гия, Россия). Реакционная смесь (25 мкл) 
включала образец ДНК, праймеры (120 — 
240 нМ каждого), дНТФ (200 мкМ каж- 
дого), 2 мМ М#СЬ, Тад-полимеразу (1,5 
ед., СибЭнзим, Россия), 10х ППР-буфер 
(СибЭнзим, Россия). Температурный цикл 
был следующим: начальная денатурация 
95 °С 5 минут, затем 42 раунда амплифи- 
кации: 95 °С - 20 секунд, 50 °С - 20 секунд, 
72 °С - 20 секунд. Полученный продукт 
анализировали в 1,5% агарозном ге- 
ле. Затем секвенировали обе цепи ПЦР- 
продукта, используя праймеры М1ЗЕ 
(-21) и М1ЗК (-27). 

Построение филогенетических дере- 
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Таблица 2 


Видовая принадлежность клеточных линий, депонированных 
в лаборатории культур тканей НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН 


И Установле- 
№ сходная ви- | Установле- ВО МЕтОЛОм 
а Линия клеток довая принад- | но методом ни 
лежность ПЦР-РВ рования 
1 |СН-5 (30.06.08), 7п человек человек - 
2 |ОГ-6 2п* человек корова корова 
3 |СГ-6 (2711.06) 5п человек человек человек 
4 |Нер-2 (14.12.04) 4п человек человек - 
5 1141 (08.0705) 31 п человек человек - 
6 |Глпет (06.10.08) 10 п человек человек - 
7 |ЛЭЧ (16.06.08) 211 человек человек - 
8 МК-2 (30.05.80) 2п макака резус мышь мышь 
9 |ЕБВБК (1712.03) Зп макака резус - макака резус 
10 |Уего (28.0708) 8п зеленая зеленая зеленая 
ее мартышка мартышка мартышка 
13 11929 (20.09.04) Зп мышь мышь - 
14 1929 (18.02.02) 4п мышь мышь мышь 
15 [ЭПНТ.5 (2.06.08) 2п мышь мышь 
16 |С-6 * крыса крыса крыса 
17 |СНО-К1 (6.11.06, исх.30.12.77) 11п м человек человек 
18 |СНО-К1 (06.11.06, исх 09.06.77) ее человек человек 
19 |СНО-К! (26.06.06, исх.16.05.78) китайский китайский китайский 
ВАА и хомяк хомяк хомяк 
20 |СНО-К! (26.06.06, исх. 01.08.80) китайский китайский китайский 
те ее хомяк хомяк хомяк 
китайский китайский китайский 
21 |СНО-КТ (2110.97) хомяк хомяк+человек хомяк 
22 |ВНК-21* сирийский сирийский сирийский 
хомяк хомяк хомяк 
23 |В$В* сирийский сирийский - 
хомяк хомяк 
24 |СПЭВ* СВИНЬЯ СВИНЬЯ СВИНЬЯ 
25 |РК-15* СВИНЬЯ СВИНЬЯ СВИНЬЯ 
26 МОВК* корова корова - 
27 МОСК (11.10.04) Зп собака собака - 
28 МОСК* собака собака - 
29 |СКЕК* кошка кошка - 
30 |Е5* кошка кошка - 
31 |ПС* сайга = ее 


(СОТ?, су) 


* линии получены лабораторией культур тканей НИИ вирусологии им.Д.И.Ивановского РАМН из других 
источников. 
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вьев секвенированных последовательнос- 
тей проводили методом объединения бли- 
жайших соседей (пееНбог-]о1и1е) (Зайои 
апа Мет, 1987); попарные генетические дис- 
танции между нуклеотидными последова- 
тельностями рассчитывали в программе 
Мега 4 (Татига е{ а|., 2007) по двухпара- 
метрической модели — Кипига-2-рагатает. 
Достоверность полученных филогенети- 
ческих деревьев статистически проверяли 
бутстреп-анализом (число повторов 1000). 
Чтобы наглядно продемонстрировать, что 
полученные последовательности соответс- 
твуют определенным видам животных, ис- 
пользовали референтные последователь- 
ности гена СОГразных видов, заимствован- 
ных из базы данных ВОГО (Вабпазшеват 
апа Нефем, 2007). 
Постановка ПЦР-РВ 

Амплификацию с детекцией в режиме 
реального времени проводили на приборе 
КоюгОепе 6000 (Согбей ВезеагсЬ, Австра- 
лия) с использованием разработанной в на- 
шей лаборатории панели видоспецифичес- 
ких праймеров и зондов для идентифика- 
ции 13 видов млекопитающих. ПЦР смесь 
в объеме 25 мкл включала 300 нМ каждо- 
го из двух видоспецифических праймеров, 
120 нМ зонда, дНТФ (200 мкМ каждого), 
1хПЦР-буфер с ионами магния и Тад-поли- 
меразой (Синтол, Россия) и образец выде- 
ленной ДНК в объеме 10 мкл. Температур- 
ный цикл был следующим: начальная дена- 
турация - 95 °С 5 минут, затем 5 раундов с 
повышенной температурой отжига без де- 
текции флуоресцентного сигнала: 95 °С — 
20 секунд, 61 °С - 25 секунд, 72 °С - 20 се- 
кунд. Последующие 35 раундов проводили 
с детекцией флуоресценции на стадии от- 
жига праймеров, 95 °С - 20 секунд, 60 °С-25 
секунд, 72 °С - 20 секунд. 

Результаты исследований 

Результаты анализа видовой прина- 
длежности клеточных линий приведе- 
ны в табл.1. Проанализировано 7 клеточ- 
ных линий, полученных из опухолевых 
или нормальных тканей человека: СН-5, 
СТ.-6, Нер-2, [.41, Глпе, ЛЭЧ-Т. Установ- 
лено, что все клеточные линии из тканей 
человека, кроме одной, принадлежат к ви- 
ду Ното залеп5. Линия СГ.--6 (0-251), по- 
лученная лабораторией из другого источ- 
ника, по видовой принадлежности отно- 
силась к виду Во5 игиз. Исследование 
закладок линии СГ-6, культивируемой 
длительное время в НИИ вирусологии 
им.Д.И. Ивановского РАМН, показало ее 
принадлежность к Ното 5арепз. 

При анализе клеточных линий ЕВЬК 


и МК-2 с использованием видоспецифи- 
ческой ПЦР-РВ показано, что линия МК- 
2 принадлежала к виду Миб тизси[и$, в то 
время как линия ЕВВК не относилась ни 
к одному из 13 исследованных видов. Ана- 
лиз нескольких закладок клеточной ли- 
нии СНО-К1, депонированной в криобан- 
ке лаборатории в разные годы, показал, 
что в первой закладке обнаруживалась 
ДНК только человека, во второй и тре- 
тьей закладках ДНК только китайского 
хомячка, в четвертой закладке выявлена 
смесь ДНК человека и ДНК китайского 
хомячка. Линии ВНК-21, ВВ, СПЭВ, РК- 
15, МОВК, МОСК, СВЕК и Е$ соответс- 
твовали по видовой принадлежности ис- 
ходным данным, примесей ДНК иных ви- 
дов не обнаружено. 

Также для видовой идентификации 
клеточных культур применяли метод сек- 
венирования 5’-концевого участка гена, 
кодирующего субъединицу [1 цитохром с- 
оксидазы. Результаты филогенетическо- 
го анализа секвенированных последова- 
тельностей клеточных линий подтверж- 
дают результаты видоспецифической 
ПЦР (рис. 1). Секвенированные последо- 
вательности, полученные из клеточных 
культур и последовательности, получен- 
ные из нормальных тканей животных (ре- 
ферентные последовательности) класте- 
ризуются в отдельные группы, которые 
соответствуют разным видам животных, 
при этом топология построенного дере- 
ва подтверждается высокими значения- 
ми бутстреп-анализа. Данный метод поз- 
волил идентифицировать видовую при- 
надлежность клеточной линии ЕВЬК, 
которая полностью соответствует виду 
Масаси; тшана. Вместе с тем, смесь ДНК 
человека и китайского хомячка по секве- 
нированию полностью соответствует ви- 
ду Ното 5арепз. 

При анализе последовательностей 
участка гена СОТ мы не обнаружили ре- 
ферентные последовательности данного 
гена для вида 5@еа юапса в базах дан- 
ных, поэтому для дальнейшего анализа 
мы секвенировали участок гена, коди- 
рующего цитохром Ъ. Сравнение после- 
довательности участка гена су клеточ- 
ной линии ПС с базой данных показало 
100%-е сходство с последовательностя- 
ми, относящимися к виду 5аева иаптса. 
Поэтому последовательность гена СОГ с 
высокой вероятностью можно отнести к 
виду заза шапса. 

Выводы 
Многолетняя история культивиро- 
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СВМА1772-08|Е Ц315228|Миз тизсциз 
(929(20/09/04)Зр 

МК-2(30/05/80)Зр 
СВМАО709-06|197674|Мезоспсе!из аига\из 
100 'ВНК-21* 

моск* 


Мышь 


Сирийский хомяк 


Сагз 1ириз ‘атШапз уоиспег АСО807.. Собака 
Сап!з 1ириз ‘атШап$ уоиспег АСО805(2) 
80 | СВМАО707-06|120753|Рейз саиз 
100 [белое 001700]Ре!з са!из Кошка 
- 28 
Крыса 


100 |Г 6ВМАО505-06]001673916|Рациз погуедсиз 


[свиное погуедси$ 
58" 06° 


СВМАО469-06]00390542|Спсешиз дпзеиз 
СНО-КЛ (16/05/78) 

СНО-К1 (27/10/97) 

97 | РК-15* 

ЗРЕ\* 


100 


Китайский хомяк 


СВМАО0494-06|]00518915|5и$ эсго!а Свинья 
СВМАО461-06]0О334861|5из зсгоа 
96 'СВМАО460-06]00334860|$и5 зсго!а 
Р5* Сайга 
100 | 6ВМАО590-06|МС 005044{Сарга Писиз 
ы: СВМАО079-061АЕ533441|Сарга Висиз Ба 
94 СВМА1740-08|ЕР490458|Ом$ апез Овца 
100 'СВМА1738-08|ЕР490460|Ом$ апез 
СВМА1711-08|Е 177818 |Во$ {аигиз 
СЕ-6* Корова 
100 | СВМА1713-08|Е /177816]Во$ {аигиз 
мовк* 
С8ВН$1348-06]А\519492|Ното зарепз 
49| СНО-К1(30/12/77) 11р 
68ВН$1347-061А\У519491|Ното зарепз ИА 


61-6(27/11/06) 
СН-5 (30/06/08) 7р 
Нер-2 (14/12/04) 4р 
100 | СВМАО618-06|МС 005943|Масаса тишаНа 

ЕВНК(17/12/03) 
100\ 68ВМА0386-061АУ863426|СнюгосеБиз аейн... 
СВМАО651-06]МС 007009|СНМогосеБиз ае'... 
СВМАО666-06]МС 008066|СМюгосеБиз зав. 
СВМА?770-07|ЕР597503|СМогосеБиз заБаецз 
100 | СВМАО391-06]00069713|СНогосеБиз забаеиз 
\его (28/07/08) 8р 


Макак резус 


Зеленая мартышка 


0.02 


Рис. 1. Филогенетический анализ клеточных линий на основе последовательностей участка гена 
СОТ. В качестве референтных использованы последовательности, депонированные в базе данных 
ВОГО. Горизонтальными линиями выделены группы последовательностей, относящихся к опреде- 
ленному виду животных. 


вания клеток млекопитающих насчиты- 
вает немало случаев межвидовой кле- 
точной и внутривидовой контаминации 
культур, происходящей при получении 
новых линий и при одновременном куль- 
тивировании нескольких линий клеток 


(СагИет, 1968; Зппрзоп ап4 Зраеге, 1963; 
ЗиБегр е{ а|., 1961). В данной работе на- 
ми проведен анализ 31 клеточной линии 
от 11 видов млекопитающих. В число ис- 
следуемых клеточных линий входили как 
культуры, поддерживаемые в течение 
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длительного времени внутри лаборато- 
рии, так и культуры клеток, полученные 
лабораторией из других источников. Вы- 
явлено 5 случаев ошибочной трактовки 
видовой принадлежности той или иной 
клеточной линии. 

В сравнении с методами кариологи- 
ческого и изоферментного анализа, ком- 
плексное применение видоспецифичес- 
кой ПЦР и секвенирования генов ми- 
тохондриальной ДНК, более удобно и 
позволяет быстро установить видовую 
принадлежность той или иной клеточной 
линии. Вместе с тем, полученные данные 
указывают на необходимость более тща- 
тельного контроля за клеточными куль- 
турами, особенно в крупных специализи- 
рованных коллекциях. Мы считаем, что 
такой контроль предполагает следую- 
щие меры: 

1. Описание генетических маркеров 
(хромосомных, биохимических, ДНК-мар- 
керов) непосредственно при получении 


РЕЗЮМЕ 


каждой новой клеточной культуры, Те. 
присвоение ей «паспорта»; 

2. При поступлении линии в лабора- 
торию от других исследователей или кле- 
точных банков производить анализ линии 
и сравнение ее настоящей характеристики 
с описанными для нее ранее; 

3. При отсутствии соответствующе- 
го описания клеточной линии ее чисто- 
ту с относительной уверенностью можно 
установить, сравнивая ее характеристики 
с известными характеристиками других 
клеточных линий, особенно поддержива- 
емых параллельно с изучаемой; 

4.В процессе культивирования клеточ- 
ной линии необходимо внимательно на- 
блюдать за сохранением или изменением 
ее морфологических характеристик, ско- 
рости роста и др., которые могут служить 
указанием на контаминацию; необходимо 
периодически проводить кариологичес- 
кий, изоферментный и молекулярно-гене- 
тический анализ клеточных линий. 


Представлены данные изучения клеточных линий коллекции на базе лаборатории культур тканей 
НИИ вирусологии им. Д.И. Ивановского РАМН. Исследована 31 линия от 12 видов животных с ис- 
пользованием методов видоспецифической ПЦР и секвенирования участков мтДНК. В 5 случаях 
выявлена ошибочная видовая принадлежность клеточных линий, как культивируемых внутри ла- 
боратории, так и приобретенных в ходе сотрудничества с другими научно-исследовательскими ор- 
ганизациями. 


ЗОММАКУ 

Айито ай 14епйбсайоп о! 55ще апд зресте$ опр 0Ё тапипаНап се] пез соПесе4 а{ ГуапоузКу шзйние 
ог Утоо>у, Визап Асайешу о! Мефдса| З1епсеб, ууе апайу7е4 31 се! Шпез пышаПу 1501 4е4 ш Ме шзййие 
ог допаеа Бу соПаБогаюг5. ТВе 5ресте5-сресЙс роутегазе сВат геасНоп апа тес зедиепсто оЁ шИо- 
спопана! ОМА 4етопзегае@ ай т 5 сабез Фе зресте$ опрт оЁ Фе сеП Нпе Ваз Бееп пизииегргееа. Тве 
Че{аЙе4 ргофосо]5 оЁ Пе 1есшичие$ изе@ Гог ОМА-Бабе4 зрес!е5 14епййсайоп аге ргезеше4. 
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